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® Substituierte 1, 4-7-1 O-Tetraazacyclotridecane, Verfahren zu deren Herstellung sowie Verwendung 
derselben zur Markierung von Substanzen mit Radionukliden. 

© Die Erfindung betrifft 1,4,7,1 0-Tetraazacyclotridecane der Formei I 
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in der R\ R J und Z die angegebenen Bedeutungen haben. Die erfindungsgemaflen Verbindungen eignen 
sich zur Markierung von Substanzen mit Radionukliden, insbesondere radioaktivem Technetium. Rhenium 
Oder Indium. 



iRdiun-intotKh gegtn IraMtara in bamum Stru. 




FIG.l 



2 I Vcwwi 



iterox Copy Centre 



EP 0 392 423 A2 



Substitulerte 1, 4,7,1 0-Tetraazacyc!otridecane, Verfahren zu deren Herstellung sowie Verwendung der- 
setben zur Markierung von Substanzen mit Radionukliden 

Gegenstand der Erfindung sind substituierte 1 ,4,7,1 0-Tetraazacyciotridecane, die sich zur Markierung 
von Substanzen mit Radionukliden, insbesondere radioaktivem Technetium, Rhenium- oder Indium eignen. 

Die Anwendungsmoglichkeiten von Radionukliden in der Technik sind sehr vielfaltig. Sie erstrecken sich 
beispielsweise auf die Prufung einer Durchmischung, auf die verdunnungsanalytische Bestimmung von 

5 Mengen oder Volumina, auf die Messung der Stromungsgeschwindigkeit und Aufnahme der Verweilzeit an 
kontinuierlich arbeitenden Produktionsaniagen. 

Meist genugt jedoch nicht die blofle Beimischung eines radioaktiven Nuklids, sondern beispielsweise 
bei der "Verfolgung" einer bestimmten Komponente eines Systems, mu0 das radioaktive Nuklid physika- 
lisch oder besser noch chemisch an mindestens eine Verbindung der zu untersuchenden Komponente 

w gekoppelt werden und dies nach Moglichkeit ohne die physikalischen und chemischen Eigenschaften der 
betreffenden Verbindung zu beeinflussen. 

In den vergangenen Jahren wuchs das Verlangen, chemische Verbindungen mit radioaktiven Nukliden 
zu markieren. Vor atlem im Bereich der medizinischen Diagnostik, wo pathologische Zustande bereits durch 
Substanzen angezeigt werden kdnnen, die im Organismus nur in ppm oder gar in noch geringeren 

is Konzentrationen vorkommen, kann man heute nicht mehr auf radioaktiv markierte Substanzen verzichten. 
Insbesondere Technetium-99m ist wegen seiner gunstigen physikalischen Eigenschaften (Fehlen einer 
Korpuskularstrahlung, -y-Energie von 140 keV und Halbwertszeit von 6 Stunden) und der damit verbundenen 
geringen Strahlenbelastung zum wichtigsten Radionuklid in der nuklearmedizinischen Diagnostik geworden. 
Technetium-99m, das sich aus Nuklidgeneratoren gewinnen la/3t, liegt zunachst als Pertechnetat vor, 

20 das in dieser Form, z.B. fur die Schilddrusen- und Hirnszintigraphie geeignet ist. Die Szintigraphie anderer 
Organe mittels Technetium-99m gelingt mit Hilfe bestimmter "Transportsubstanzen", die einerseits in der 
Lage sind Technetium zu binden, und andererseits das Radionuklid im Zielorgan mit hoher Selektivitat 
anzureichem. Zur Markierung der organspezifischen ff Transportsubstanz ,, mit Technetium-99m muB das 
aus dem Nuklidgenerator eluierte Pertechnetat zuerst in eine niedrigere Oxidationsstufe Uberfuhrt werden. 

25 In dieser reduzierten Form btldet Technetium mit der organspezifischen Substanz mehr oder weniger 
stabile Verbindungen. Fur die Knochenszintigraphie werden z.B. Tc-99m-Phosphorsaure-Derivate, vor allem 
organische Phosphonsauren, eingesetzt So liegt in der im Europaischen Patent 2485 beschriebenen 
Markierungseinheit das Natriumsalz der 3,3-Diphosphono-1,2-propandicarbonsaure als organspezifische 
"Transportsubstanz" vor. in dem Europaischen Patent 108.253 werden Tc-99m-Tri- und Tetraphosphonsau- 

30 ren zur szintigraphischen Darstellung des RES, insbesondere der Leber, beschrieben. Der Tc-99m-Komplex 
mit Diethylentriaminpentaessigsaure (DTPA) findet zur Diagnostik von Nierenerkrankungen bzw. pathologi- 
schen Hirnprozessen Anwendung. 

Zur Markierung bestimmter Substanzen mit Technetium-99m und zur Herstellung von fUr den kiinischen 
Routinebedarf geeigneten Testkits wurden spezielie Verfahren entwickelt und beschrieben. Zur Praparie- 

35 rung von Markierung sbestecken fur biologisch interessante Makromolekule, insbesondere Porphyrine, 
Dextrane, Cytochrome und Myoglobin, wird eine Methode beschrieben (G.D. Zanelli, D. Ellison, M.P. 
Barrowdiffe, Nucl. Med. Commun. 8. 199-206, 1987), bei der die zu markierende Substanz zusammen mit 
p-Aminobenzoesaure und einer salzsauren SnCb-Losung lyophilisiert wird. Zur Rekonstitution und Markie- 
rung dieses Kits gibt man Tc-99m-Generatoreluat, das vorher mit genugend Pufferlosung, z.B. Citrat- 

40 Natriumchlorid-Puffer pH 9,5, verdunnt wurde, hinzu. Fur saureempfindliche Substanzen ist diese Methode 
jedoch nicht geeignet. 

Bei einem anderen Verfahren (E.K.J. Pauwels. R.I.J. Feitsma, Patentanmeldunc; Int. Publication No. WO 
86/03010) wird durch vierstundiges Erhitzen in stark salzsaurer Losung auf 140* C Tc-99m-Pertechnetat 
zuerst reduziert und an einer Verbindung, die eine Aminogruppe enthalt, z.B. Dimethylformamid, gebunden. 

45 Das reaktionsfahige Tc-99m-markierte Zwischenprodukt, das als schweriosliche kristalline Substanz ausfallt. 
wird in einer Pufferlosung, z.B. Natriumcarbonatiosung, durch einstundige Inkubation bei Raumtemperatur 
mit der zu markierenden Verbindung umgesetzt. Die Methode arbeitet zwar zinnfrei, ist aber wegen der 
aufwendigen Verfahrensschritte fur die Routineanwendung kaum geeignet. 

Zur Markierung von Proteinen, insbesondere Antikorpern, kennt man zwei verschiedene Wege. Bei der 

50 direkten Methode wird das reduzierte Technetium-99m durch Donorgruppen (Amino-, Amid-, Thiol- etc.) des 
Proteins gebunden. 

Solche Verfahren sind in dem Europaischen Patent 5638 und dem US-Patent 4.47B.015 beschrieben. 
Dort werden Zinn-ll-Salze im Uberschu/J zur gleichzeitigen reduktiven Spaltung von Disulfid-Briicken und 
zur Reduktion des zugesetzten Tc- 99m-Pertechnetats benutzt. Im allgemeinen benotigt man zur Spaltung 
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der -S-S-Bindung langere Inkubationszeiten (24 Stunden), wobei F(ab') 2 -Fragmente partiell zu F(ab )- 
Fragmenten gespalten werden. Neuere literaturangaben (z.B. Journal of Nuclear Medicine 27 (1986), Seite 
685 - 93 und 1315-20 sowie international Journal of Nuclear Medicine Biology 12 (1985) Seiten 3 - 8) 
zeigen, dafl das Verhaltnis der beiden Fragmente abhangig ist von der "Bezinnungsreaktion" und da/3 sich 
das Verhaltnis der beiden Komponenten nach der Tc-99m-Markierung nicht mehr nennenswert andert, 
wobei die Hauptkomponente Tc-99m-markiertes F(ab') ist. In alien Fallen muflte das markierte F(ab y 
Fragment nachgereinigt werden, da trotz mindestens 30-minQtiger Reaktionszeit keine quantitative Umset- 
zung des Pertechnetats erreicht wurde. 

Bei einer schnellen chemischen Methode zur Tc-99m-Markierung humaner Plasmaproteine (D.W, 
Wong, F. Mishkin, T. Lee, J. Nucl. Med. 20, 967 - 72, 1979) wird Pertechnetat zuerst in saurer Losung 
durch Zinn-ll-lonen reduziert und das reduzierte Technetium dann mit dem Protein umgesetzt. 

Unter Zuhilfenahme von bifunktionalen Komplexbildnem laflt sich eine stabile Markierung von Substan- 
zen mit Radioisotopen erreichen. 

In dem US-Patent 4.479.930 Werden die cyclischen Anhydride von DTPA und EDTA ais Chelatisie- 
rungsmittel nicht nur fur ln-111 und Ga-67, sondern auch fUr Tc-99m angefOhrt. In dem europaischen 
Patent 35765 wird die Verwendung von Deferoxamin als Komplexierungsagens fur Techhetium-99m an 
Proteine erwahnt. In der intemationalen Patentanmeldung WO 85/3063 werden die partiell reduzierten 
Disulfid-BrQcken im Antikorper mit dem Natriumsalz des Tetrachlomrtridotechnetats, das durch Reaktion 
von Pertechnetat mit Natriumazid vorher prapariert werden mufl. umgesetzt. In der europaischen Patentan- 
meldung 194853 benutzt man ebenfalls durch Reduktion in Antikorperfragmenten erzeugte freie Thiolgrup- 
pen zur Bindung von [(7-Maleimidoheptyl)imino-bis(ethylennitrilo)]tetraessigsaure als Chelatkomplex. Die 
Kupplung des Komplexes an den Antikorper erfoigt uber die Reaktion der SH-Gruppen mit der Doppelbin- 
dung im Maleinimidteil der Komplexverbindung, wahrend das radioaktive Metallion uber die 
Nitrilodiessigsaure-Reste komplexiert wird. 

Metallothionetn, ein metal Ibindendes Protein mit einem Molekulargewicht von 6000 und einem hohen 
Cysteinanteil im Molekul wurde als Kompiexbildner in Antikorper eingefUhrt (G.L Tolman, R.J. Hadjian, 
M.M. Morelock et al., J- Nucl. Med. 25, 20, 1984). Durch Austausch mit Tc-99m-Glucoheptonat lie/J sich das 
Antikorper-Metallothionein-Konjugat mit Technetium markieren. Der Austausch blieb jedoch unvollstandig, 
so da/3 eine Nachreinigung erforderlich war. Mehrere Bisthiosemicarbazon-Liganden wurden ebenfalls als 
bifunktionelle Chelatbildner beschrieben (Y. Arano, A. Yokoyama. H. Magat et al., Int. J. Nucl. Med. Biol. 12, 
425 - 30, 1986). p-Carboxyethylphenylglyoxal-dt(N-methylthiosemicarbazon) wurde mit humanem Serumal- 
bumin konjugiert. Der Tc-99m-markierte 1:1-Komplex zeigte eine gewisse Instability, wahrend Kompiexe 
mit einem hoheren Verhaltnis als 1:1 eine vermehrte Leberspeicherung aufwiesen. Die Kopplung eines 
Diamid-dimercaptid-N 2 S2-Uganden an Proteine (A.R. Fritzberg, S. Kasina, J.M. Reno et al., J. Nucl. Med. 
27, 957 - 958, 1906) erfoigt uber eine zusatzliche funktionelle Gruppe. So wurde z.B. 4,5-Di(S-ethylcarbo- 
nylmercaptoacetamid)pentanoy!-N-hydroxysuccinimid mit einem anti-Melanomantikporper umgesetzt. Das 
entstandene Konjugat wurde bei pH 8 und 50 *C mit Tc-99m-Tartratl6sung inkubiert Nach einer Stunde 
waren 78 % des Technetiums vom Tartrat auf den Antikorper Obertragen. 

Urn Technetium-99m diagnostisch breit nutzen zu konnen, ist es notwendig, dieses Nuklid in das zu 
untersuchende Organ selektiv zu transportieren. Aus anderen Organen oder Organsystemen sollte das 
Technetium-99m wieder schnell eliminiert oder uberhaupt nicht hingebracht werden, urn jede unnotige 
Strahlenbelastung fur den Patienten zu vermeiden. Zu diesem Zweck werden bisher vorwiegend Substan- 
zen eingesetzt, die direkt mit Technetium-99m markierbar sind und eine hohe Organspezifitat aufweisen. 
DarOber hinaus gibt es jedoch eine Reihe von Substanzen, die zwar eine hohe Organspezifitat aufweisen. 
aber nicht direkt markierbar sind. Dies konnen Proteine (Fibrinogen, Humanserumalbumin), Enzyme 
(Streptokinase, Lactatdehydrodgenase), Zucker (Dextran, Glucose) oder auch Polymere sein. Dazu gehoren 
ebenfalls niedermoiekulare Substanzen wie etwa Fettsauren, die durch den hohen Energiebedarf des 
Herzens sich im Myocardgewebe anreichern. Urn diese Substanzen markieren zu konnen, werden sie mit 
Komplexbildnem gekoppelt, die ihrerseits Technetium-99m fest binden konnen. 

Als geeignete Kompiexbildner fur die Komplexierung von Technetium- und Rheniumisotopen sind 
makrozyklische Amine, u.a. auch Cyclame, bekannt. Die Komplexierungsausbeute liegt fur den Technetium- 
Cyclam Komplex bei 99 % unter geeigneten Bedingungen. Einzelheiten Qber Technetiurn-Aminkomplexe 
sind in D.E. Troutner, J. Simon, A.R. Ketring, W.A. Volkert, RA Holmes, J. Nucl. Med. 21 (1980), 443 oder 
S.A. Zuckman, G.M. Freeman, D.E. Troutner, W.A. Volkert, R.A. Holmes, D.G. van der Keer, EX. Barefiled, 
Inorg. Ch. 20 (1981), 3386 oder J. Simon, D. Troutner, WA Volkert. R.A. Holmes, Radiochem. Radioanal. 
Lett. 47 (1981), 111 erwahnt. Auch substituierte Cyclame sind sowohl am 1 -Stickstoff, als auch am 6- 
Kohlenstoff substituiert. bekannt (A.R. Ketring, D.E. Troutner et al., Int. J. Nucl. Med. Bioi. 11 (1984), 113 
Oder J. Simon. Diss. Abstr. Int. B42 (1981), 645 oder M. Struder, T.A. Kaden, Helv. Chim. Acta 69 (1986), 
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2067 Oder E Kimura. R. Machida, M. Kodama. J. Am. Chem. Soc. 106 (1984), 5497). 

Alle bisherigen Versuche, Amin- und auch andere Uganden an Proteine zu konjugieren fs. Fritzberg et 
a!., J- Nucl. Med. 27 (1986). 957 oder Tolman et al.. J. NucL Med. 25 (1984), 20 oder Arano et aL, Int. J. 
Nucl. Med. Biol. 12 (1986) 425) fuhrten zu Produkten, die die hohen in vivo StabilitatsansprQche nicht oder 
5 nur teilweise erfullten. 

In der DE-A 3728600 wurden N-alky! bzw. N-aryl und C-substituierte Cyclame beschrieben, welche sich 
ebenfails als Kompiexierungsmittel fur Radionuklide eignen. 

Es wurden nun 1,4,7,10-Tetraazacyclotridecane gefunden, welche bevorzugt an den vier Stickstoffato- 
men mit Alkylphosphonaten und/oder -acetaten und/oder -sulfa naten und/oder -phenolaten und/oder - 

w catecholaten und/oder -saiicylaten substituted sind und in 12-Positionen einen Rest tragen, der zur Bindung 
an eine zu markierende Substanz befahigt ist. Die erfindungsgemafien 1 ,4,7,1 0-Tetraazacyclotridecane sind 
hervorragend zur Komplexierung von Radionukliden geeignet. Bevorzugt werden mit diesen Verbindungen 
die Radionuklide 111 ln, * 8 Ga, S7 Ga, 90 Y, ,53 Sm, 52 Fe, Mm Tc, 153 Gd, 186 Re oder 188 Re aber auch Metalle, die 
als NMR-Kontrastmittel eingesetzt werden konnen, wie Gd, Fe oder Mn, komplexiert. 

75 Unter den "Substanzen" die mit Hilfe der erfindungsgemaflen Cyclotridecane markierbar sind, werden 
in erster Linie solche Verbindungen verstanden, die in der medizinischen Diagnostik als 
"Transportsubstanzen" eingesetzt werden konnen, also meist Verbindungen, die eine hone Organspezifitat 
aufweisen wie Antikorper, Antikorperfragmente wie F(ab') 2 - oder F(ab')-Fragmente t Proteine wie Fibrinogen, 
Humanserumalbumin, Steroide, Lipide, Enzyme wie Streptokinase, Lactatdehydrogenase, Zucker wie Dex- 

20 tran, Glucose oder auch Polymere. Andererseits konnen aber auch generell solche Substanzen mit Hilfe der 
erfindungsgema/Jen Cyclotridecane markiert werden, die mit der funktionellen Gruppe in 12-Position an der 
Settenketle des makrocyclischen Am ins unter Ausbildung einer chemischen Bindung reagieren. Gedacht ist 
hierbei an die "Oberwachung" von chemischen Substanzen in Produktionsanlagen, die Bestimmung ihrer 
Konzentration, Strom ungsgeschwindigkeit. Verweilzeit etc. 

25 Die Erfindung betrifft somit 1,4,7,10-Tetraazacyclotridecane der Formel I 



worin 

Z CH 2 oder CO bedeutet und 

R 1 eine Gruppe der Formel -X-NH 2( -X-N0 2 , -X-NUS. -X-COOH. -X-OH, -X-N 2 * oder -X-COCI oder eine 

Gruppe der Formel X-Hal bedeutet, wobei Hal, Fluor, Chlor. Brom oder Jod bedeutet und X eine 

Alkylengruppe mit 1 bis 40 C-Atomen, eine ortho-, meta- oder para-Phenylen-, oder eine ortho-, meta- oder 

para-Phenyl-Ci-C 2 -alkylengruppen bedeutet und 

R 2 H oder -(CH 2 ) n -R 3 bedeutet wobei 

n 1 oder 2 ist und 

R 3 -COOH, -P0 3 H 2f -SO3H 
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OH 



OH OH 



COOH 
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bedeutet 

und wobei die vier R 2 -Reste verschieden sind Oder 2, 3 
oder aile R 2 -Reste identisch sind. 



55 



Insbesondere betrifft die Erfindung 1,4,7,10-Tetraazacyclotridecane der Formel i wie oben definiert 
wobei jedoch mindestens eine der nachfolgenden Bedingungen erfullt ist: 
Z bedeutet CH 2 

X bedeutet eine Alkylengruppe mit 1 bis 20 C-Atomen oder 
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X bedeutet eine para-Phenylengruppe oder 
X bedeutet eine para-Phenylmethylengruppe 
Hal bedeutet Chlor, Brom oder Jod 
n ist 1 

5 R 3 bedeutet -COOH, -P0 3 H 2 oder -S0 3 H 
3 oder alle R^Reste sind identisch. 

Ganz besonders bevorzugt sind 1 ,4,7,1 0-Tetraazacyclotridecane der Formel I wie oben definiert wobei 
jedoch mindestens eine der nachfolgenden Bedingungen erfullt ist: 
Z bedeutet CH 2 

70 X bedeutet eine Aikylengruppe mit 1 bis 8 C-Atomen oder 
X bedeutet eine para-Phenylengruppe oder 
X bedeutet eine para-Phenylmethylengruppe 
Hai bedeutet Chlor, Brom oder Jod 
n ist 1 

ts R 3 bedeutet -COOH oder P0 3 H 2 
alle R 2 -Reste sind identisch. 

Bevorzugt ist in den erfindungsgemafien Verbindungen immer ein R^Substituent von H verschieden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfrndung ist ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaflen 
1,4,7,1 0-Tetraazacyclotridecane, wobei man zunachst einen Malonsauredialkylester der Formel II 



30 worin R* Ci-C*-AIkyl bedeutet, 
mit einer Verbindung der Formel HI 
A - R 1 (III) 

worin R 1 die oben zu Formel I angegebenen Bedeutungen hat und A Chlor oder Brom bedeutet, 
umsetzt 

35 und anschiieBend die erhaltene Verbindung der Formel IV 



20 



0 



25 




(II) 



40 




(IV) 



45 



mit Triethylentetraamin der Formel V 



50 
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70 



H 



H 



HH2 



(V) 



zu Verbindungen der Formel VI 



75 



20 



25 
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(VI) 



umsetzt, die CO-gruppen in 11,13-Position zu CH 2 -Gruppen reduziert oder nicht reduziert und anschlieBend 
30 die erhaitene Verbindung der Forme! VII 



35 



40 



50 



55 



C > 



(VII) 



H 



mit Verbindungen der Formel VIII 
A - R 2 

worin A Chlor oder Brom bedeutet und R 2 die oben zu Formel I angegebenen Bedeutungen hat zu 
Verbindungen der Formel I umsetzt. 

Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung der erfindungsgemaflen Cyciotridecane zur Komplexie- 
rung von Radionukliden sowie die Verwendung dieser Komplexe zur Markierung von Substanzen. Ebenso 
betrifft die Erfindung die Verwendung dieser markterten Substanzen, insbesondere in der medizinischen 
Diagnostik. 

Alkylgruppen mit mehr als 2 C-Atomen konnen sowoh! geradkettig als auch verzweigt sein. Bei der 
Alkylengruppe X handelt es sich bevorzugt um geradkettige Alkylene mit bis zu 40 C-Atomen t bevorzugt bis 
zu 20, besonders bevorzugt bis zu 8 C-Atomen. 

Die erfindungsgemaflen Cyciotridecane bsitzen in 12-Position einen Substituenten mit funktionelier 
Gruppe. Mit Hilfe dieser funktionellen Gruppe werden die erfindungsgemaflen Cyciotridecane an die zu 
markierende Substanz gebunden. Gegebenenfalls nach entsprechender Reinigung des Konjugats (z.B, 
durch Ultrafiltration oder Dialyse bei Proteinen oder Polymeren, durch Sauienchromatographie bei nieder- 
molekularen Substanzen wie Steroiden oder Lipiden) wird das gewunschte Radionuklid zwecks Komplexie- 
rung hinzugegeben. Beispielsweise wird Technetium -99m in der Form von Pertechnetat bzw. Rhenium-186 
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oder -188 in der Form von Perrhenat und ein geeignetes Reduktionsmittel zur Reduktion des Pertechnetats 
bzw. Perrhenats in die fUr die Komplexierung benotigte Oxidationsstufe, in beliebiger Reihenfolge oder 
gemeinsam zugegeben. Das markierte Substrat wird gegebenenfalls nochrnals gereinigt. 

Aiternativ kann auch zunachst der Radionuklidkomplex des Cyclotridecans hergestelit werden und dann 
dieser mit der Substanz zum Konjugat umgesetzt werden. 

Zur Hersteilung der erfindungsgema/ten 1 ,4,7,1 0-Tetraazacyclotridecane geht man am besten so vor, 
dafl man substituierte Malonsaurederivate (IV) mit Triethylentetramin (V) umsetzt, sofern gewunscht, die 
vorhandenen beiden CO -gruppen reduziert und anschlie/tend die gewunschten R 2 -Gruppen in das Molekul 
einfuhrt (siehe Fig. 4; Reaktionsschema 1). Die entsprechend substituierten Malonsaurederivate erhalt man 
beispielsweise durch Umsetzung von Maionsauredialkylester, bevorzugt Malonsaurediethylester mit einer 
Verbindung der Formel III, A-R' (III) wobei A Chtor oder Brom bedeutet und R 1 die oben zu Forme! I 
angegebenen Bedeutungen hat. Bevorzugt wird die Reaktion in Gegenwart eines Losungsmittels wie 
Tetrahydrofuran, unter gleichzeitiger Einwirkung eines protanenabspaltenden Mittels : wie einer Base, Wie 
Uthiumdiisopropylamid durchgefuhrt. Die Reaktion stem peratur betragt -80 bis +20* C, bevorzugt -70 bis 
«10* C. Die Reaktionszeit betragt 10 Min bis 2 Std., bevorzugt 10 Min bis 1 Std. 

Das erhaltene substituierte Malonsaurederivat der Formel IV wird nun im foigenden Reaktionsschritt mit 
Triethylentetramin (V) umgesetzt. Auch diese Reaktion erfolgt bevorzugt in emem Losungsmittel wie 
Methanol", Ethanol, i-Propanol. Die Reaktionstemperatur liegt hierbei zwischen 50 "C und dem Siedepunkt 
des Reaktionsgemisches, bevorzugt wird bei Siedetemperatur gearbeitet. Die Reaktionszeiten betragen 12 
bis 240 Std., bevorzugt 24 bis 170 Std. 

Sofern gewunscht konnen nun die beiden im MolekOI befindlichen Ketogruppen zu Methylengruppen 
reduziert werden. Dazu wird das 11,13-Dion zweckmafligerweise in einem Losungsmittel wie THF mit einem 
Reduktionsmittel wie LiAlHU, oder BH 3 versetzt. Die Umsetzung erfolgt bei Temperaturen von 50* C bis zum 
Siedepunkt der Reaktionsmischung, bevorzugt in der Siedehitze. Die Reaktionszeiten betragen 5 bis 48 
Std., bevorzugt 12 bis 24 Std. 

Zur OberfOhrung in die entsprechend R^substituierten Cyclotridecane versetzt man entweder das 
11,13-Dion oder das reduzierte Produkt mit den Verbindungen der Forme! VIII. Dies geschieht bevorzugt in 
Gegenwart eines Losungsmittels wie Wasser, i-Propanoi oder Dimethylformamid bei gleichzeitiger Anwe- 
senheit einer Base wie KOH, NaOH. Na 2 C0 3 oder Li 2 C0 3; Die Reaktionstemperatur betragt 50 "C bis 
Siedetemperatur des Reaktionsgemischs, bevorzugt 60 - 80* C. Die Reaktionszeiten betragen 20 Min bis 
140 Min, bevorzugt 60 bis 120 Min. 

Die erhaltenen Endprodukte konnen beispielsweise mittels lonenaustausch-Chromatographie gereinigt 
werden. Die zur Hersteilung der erfindungsgema/ten Verbindungen notwendigen Ausgangssubstanzen sind 
entweder kauflich emaltlich oder nach iiteraturbekannten Verfahren leicht darzustellen. 

Es ist au/terordentliche iiberraschend, daJ3 die erfindungsgema/ten 1 3-Ring-Cyclame im Vergleich zu 
den bekannten, strukturell verwandten 12-Ring und 14-Ring Cyclamen eine hohere oder gar wesentlich 
hohere Komplexstabilitat aufweisen. Dies geht aus Vergleichsversuchen mit 1 2-Ringcyclamen (DOTA; 
"Dodecatetraacetate") und 14-Ringcyclamen (TETA; "Tetradecantetraacetat") hervor (s. Fig. 1; als weitere 
Vergleichssubstanz ist in der Figur 1 DTPA (Diethylentriaminpentaessigsaure) aufgefuhrt). Bei diesen 
Vergleichsversuchen wurde l1l ln sowohi mit den bekannten 12- und 14-Ring-Cyclamen als auch mit dem 
erfindungsgema/ten Cyclam aus Beispiel 1 komplexiert und anschlie/tend jeweils der 1l1 ln-Austausch gegen 
Transferrin - ein bekannterma/ten gutes Komplexierungsmittel - in humanem Serum bei 37 C untersucht. 
Wahrend das (die) 14-Ring-Cyclam(e) bereits nach 12 Stunden einen merklichen 1l1 ln-Austausch erkennen 
lieJ5 (ca. 10 % des zuvor vom 14-Ring-Cyclam kompiexgebundenen 111 In wurde nach dieser Zeit freigesetzt 
bzw. von Transferrin komplexiert), zeigte sich bei dem 12-Ring-Cyclam und bei dem erfindungsgema/ten 
13-Ring-Cyctam nach dieser Zeit nur ein geringer 111 ln-Austausch (ca. 0,3% fur das 12-Ring-Cyclam und < 
0,1 % fur das erfindungsgemafie 1 3-Ring-Cyciam). Die Oberlegenheit der erfindungsgemaflen 13-Ring- 
Cyclame gegenuber den 1 2-Ring-Cyclamen und erst recht gegenOber den 14-Ring-Cyclamen wird nach 
langerer Einwirkzeit deutlich. So wurden naoh 120 Stunden im Fall des 14-Ring-Cyclams schon uber 30 % 
des 111 ln ausgetauscht, im Fall des 12-Ring-Cyclams waren es immerhin ca. 4 %, Wahrend nur ca. 1 % 
des 111 In aus dem erfindungsgemafien 13-Ring-Cyclam ausgetauscht wurden (s. Fig. 1). Selbst bei noch 
langeren Reaktionszeiten nimmt die 111 ln-Austauschrate im Fall der erfindungsgema/ten 13-Ring-Cyclame 
nicht mehr wesentlich zu. wahrend fur die 12-Ring- und 14-Ring-Cyclame ein weiterer Anstieg des l11 ln- 
Austauschs zu beobachten ist 

In Fig. 2 ist die rtin ln-Komplexstabilitat der erfindungsgemai3en Cyclotridecane im Vergleich zu 
Diethylentriamin-paranitrobenzyl-tetraessigsaure aufgefuhrt. 

Im foigenden wird die Erfindung anhand von Beispielen naher erlautert und in den Patentanspruchen 
definiert. 
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Beispiel 1 

Darstellung des 12-substituierten Cyclams 12-(p-Nitrobenzyl)-1 .4,7,1 0-tetraacetat-1 ,4,7,1 O-tetraazacyclotride- 
5 can 



10 



15 



HOOCH2C j ^C^COOH 
^ B ^ 



HOOCH2C 



. CH2- 



/ CH2C00H 



►N02 



20 



25 



30 



a) Darstellung von Mono-p-nitrobenzylmalonsaurediethylester 



Schema: 



CH2 



.C00C2H5 
'COOC2H5 




LiN(I-Prop.) 2 




Ansatz: 

3S 0,181 mol 

58.0 g Malonsaurediethylester (0,362 mol) 

39.1 g p-Nitrobenzylbromid (0,181 mol) 
21 ,4 g Lithiumdiisopropyiamid (0,2 mol) 
Ausbeute: 65 % (34,7 g) 

40 Unter Stickstoff wird die Lithiumbase mit 210 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran in einen gut getrockne- 
ten, mit Stickstoff ausgeblasenen Dreihalskolben mit Ruhrer gegeben. Mit einem Tropftrichter wird nun bei 
Raumtemperatur der in 100 ml THF geloste Malonester innerhalb 40 Min. zugetropft. Man erwarmt leicht, 
urn nicht gelostes Lithiumdiisopropyiamid in Losung zu bringen. Die nun orange-braune Reaktionslosung 
kuhl man mit Trockeneis/lsopropanol auf -62* C ab. 

^5 Das in THF geloste p-Nitrobenzylbromid wird innerhalb 40 Min. unter starkem Ruhren zugetropft. Man 
ruhrt eine Stunde bei -62 *C und firtriert dann den gebiideten Festkorper (Smp. 235* C) kalt ab. Das Filtrat 
wird am Rotavap eingedampft. Der ROckstand wird in ca. 300 ml Ethanoi bei ca. 65 *C in losung gebracht. 
Dabei kommt ein nichtloslicher Festkorper zum Vorschein (Smp. 160* CDisubstituiertes Nebenprodukt), 
den man warm abnutscht. Man la/H im Kuhischrank auskristallisieren. Als Produkt erhalt man 34.7 g 

so schwach gelbliche Kristaile mit Smp. 57-58* C. 
Identifikation: 
Schmelzpunkt 58* C 
IR: 

1740 cm -1 C-0 
55 1530 cm" 1 as N0 2 
1350 cm" 1 sym N0 2 
1 H-NMR: (CDCb) 
8,1 d 2H Bz 
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7,4 d 2H Bz 
4,1 q 4H -CH2-CH3 
3,6tlHCH 
3,3 d 1H Af-CH 2 -CH 
5 1 ,2 t 6H -CH2-CH3 



Eiementaranalyse: 


ber. 


get. 


C 


56,95 


56,8 


H 


5,80 


5,8 


N 


4,74 


5,0 



DC: 

75 CHCI3 / MeOH / NH 3 (2:2:1) 
Rf: 0,89 
BOH 
Rf: 

Monosubstituiertes Produkt 0,93 

20 

Disubstituiertes Produkt 0 



b) Darstellung von 12-(p-Nitrobenzyl)-1 ,4,7,1 0-tetraazacyclotridecan-1 1,1 3-dion 



30 



35 




40 Ansatz: 
0,067 mol 

20,0 g Mono-p-Nitrobenzyimalonsaurediethylester aus Beispiel 1a (0,067 mol) 
10,0 g Triethylentetramin (0,068 mol) 
200 ml Ethanot 

45 Die Edukte werden in Ethanol gelost und anschlie/Jend wahrend 7 Tagen im Ruckflufl gekocht. 

Innerhalb 7 Tagen bildet sich ein Niederschlag ( = > Produkt), der nach Abkuhlen der Reaktionsiosung 
und anschlie/tender Filtration gefaiit werden kann. Nach waschen mit Aceton erhalt man ein feines, ieicht 
gelbliches Pulver. 

Ausbeute: 25 % der Theorie (5,9 g) 
50 Identifikation: 

Schmetzpunkt : Zersetzung ab ca 200* C 
DC-System: MeOH / CHCI3 / NH 3 (2:2:1) 
Rf-Wert = 0,9 
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Elementaranalyse: 


ber. 


gef. 


C 


54,36 % 


54,23 % 


H 


6,71 % 


6,80 % 


N 


19,81 % 


19,89 % 


H 2 0 


1,17% 


1,17% 



NMR-Spektren 

1 H (400 MHz) 
(CDCI3) 



8,144— , 



8 



, 1 i-i — ■ 
,122—" 
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7,416— 
7,394— 



— a 2H 



2,6 - 3,6 m 15H 



1 3c (101 MHz) 
(CDCI3) 



169,3 C=0 



1*6.9-, 

146,6 — ' 



2 aromat. C 



129,8— 
123,8— 



— 2 aromat. CH 



57,3 aliph. CH 



47,79-T 
46,87 



39,59 
34,92-J 



— 4 aliph. CH2 



c) Darstellung von 12-(p-Nitrobenzyl)-1 ,4,7,1 0-tetraazacyclotridecan 
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5 




70 Ansatz: 
0,0212 mol 

7.4 Q 12-(p-Nitrobenzy 1-1, 4,7,1 0-tetraazacyclotridecane-11,13-dione aus Beispiel 1b (0,0212 mol) 
220 ml BH 3 in THF (0,220 mol) 
100 ml THFtrocken 

75 Das Edukt wird in 100 ml trockenem THF suspendiert und anschlieflend BH 3 in THF langsam 
zugegeben. (=> H 2 -Bildung). Die Reaktionslosung wird auf RuckfluB erhitzt, wobei das Amid langsam in 
Losung geht 

Reaktionszeit: 24 h unter Ruckflufl. 

Zur heiflen Reaktionslosung wird in sehr kleinen Portionen 200 ml MeOH zugegeben urn das 
20 uberschufiige BH3 zu entfemen. 

AnschlieBend wird die Reaktionslosung 3x zur Trockne eingedampft und wieder mit MeOH aufgenom- 
men (entfernen der Borester). Zur eingedampften Reaktionslosung werden 300 ml konz. HCl zugegeben 
und fur 3 h auf RuckfiuB erhitzt. 

Nach Einengen der Reaktionslosung auf ca. 1/3 des Volumens, 200 ml MeOH zugeben und abkuhlen 
25 lassen. Es bildet sich ein wei/ter Niederschlag, der abfiltriert und mit kaltem MeOH gewaschen werden kann 
(Produkt). 

Ausbeute: 67 % der Theorie (6.9 g) 
Identifikation: 

Mit CHCI3/ MeOH / NH 3 2/2/1 : flammenformiger Fleck (UV positiv) mit RF = 0 



Elementaranalyse: 


ber. 


gef. 


C 


39,22% 


39,3 % 


H 


6,91 % 


7.0% 


N 


14,29 % 


14.1 % 


H 2 0 


4,64 % 


4,6 % 


CI 


28,94 % 


29.1 % 
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KMR-Spektren 

1 H (400 MHz) 
(D20) 



7,575 — 
7,554- 



— d 2E aromat. 



8,166— . 

j— d 2H aromat. 

8,144-1 



2,806— j 

2,813 U t 1H -CH2-CE 

2,823-* 



3,053—, 



3,035 



} 



d 2H -CH2-CH 



~ 3,5 



m 16H -CH2- 
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13 c (101 KHz) 
(D 2 0) 



149,36— | 
148,26— J 



2 aromat. C 



10 



133,06-t 

2 aromat, CH 

126,84-J 



75 



20 



50,71- 
47,74 
47,44 
46,43 
38,52-J 



5 aliph. CH2 



25 



37,92 



1 aliph. CH 



30 



d) Darstellung des la-fp-NitrobenzyD-l^.y.lO-tetraacetaM^J.IO-tetraazacyclotridecans 



35 



40 



45 



50 



55 



HOOCCHp y w CH2COOE 



^ ^V^^^^ BrCHpCOOH^ 

N — ' H2O (KOH) S\ f— 

&\ (\ # = 10.5 / ' CEfeQOOH 

HOOCCH2 



Ansatr 

2,0 g 12-(p-Nitrobenzyl)tetraazacyclotridecan aus Beispiel 1c (4,28x10~ 3 mol) gelost in 30 ml H 2 0 dest mit 
KOH 6M auf pH 10,5 

3,0 g Bromessigsaure (2,1 4x1 0~ 2 mol) gelost in 20 ml H 2 0 dest 

12-(p-Nitrobenzyl)-tetraa2acyclotndecan-hydrochlorid wurde in 30 ml H 2 0 dest. gelost und mittels KOH 

6M auf pH10,5 gestellt. 

Die Reaktionslosung wurde auf 75 *C erhitzt und die in 20 ml H 2 0 dest. geloste Bromessigsaure 
wahrend ca. 20 Min zugetropft. 

Der pH wurde mittels eines pH-Staten und KOH 6M konstant gehalten. Nachruhrzeit 2 h, anschlieflend 
Reaktionslosung zur Trockne eingedampft (Ruckstand ca. 9,5 g). 
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Aufarbeitung: 



Die Reinigung des Produkts von Salzen und Nebenprodukten erfolgte mittets lonenaustausch-Chroma- 
tographie. 

5 lonenaustauscher: Dowex 1 x 4 20-50 mesh. Formiatform 
Saule: 2,5 x 36 cm 
Detektion: UV 275 nm 

Der Festkorper wurde in 30 ml H 2 0 dest aufgenommen und filtriert Nur ca. 15 ml auf die Saule 
aufgetragen und mit H 2 0 dest. eluiert. 
70 1 . Peak: anorganisches Salz 

2. Peak: Nebenprodukt (Tri acetat FAB-MS: M*H = 496) 
Das Produkt wurde mit 0,1 M Ameisensaure vom lonenaustauscher eluiert (=> 3. Peak FAB-MS: M H 

= 554). 



75 



20 



25 



Bementaranalyse: 


C 2 *H 3 5N5 0io'0,64 


HBr'0,9 H 2 0 






ber. 


gef. 


C 


48,08 


47,6 


H 


6,32 


6,6 


H z O 


2,7 


2,7 


N 


11,7 


11,67 


Br 


8,54 


8,6 



35 



NMR-Spektren 

1H (D 2 0, 400 MHz) 8,21 

8,185— 



- d 2H aromat. 



40 



7,497 — j 

J- d 2H aromat . 

7,475-J 



45 



2,5 



t 1H aliphat, 



50 



2,7 - 3,9 



m 26H aliphat, 



55 
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1 ?C (D20, 101 MHz) 179,7 



-C00H 



178,2 



-COOH 



10 



is 



149,735-r 

I — 2 aromat. C 

H9,424i 



20 



133,016- 
126,845- 



- 2 aromat. CH 



25 



37,285 - 63,555 7 aliphat. CH2 

1 aliphat. CH 



30 



Beispiel 2 



35 



Darstellung von 1 2-(p-Nitrobenzyl)-1 ,4,7,1 O-tetramethylphosphonat-1 ,4,7,1 0-tetraa2acyciotridecan 



40 



45 



H203PH 2 G S ^ S ^ / CH 2 P03H2 

A fs~ 

H203PH2C ^ ' CH2P03H2 




H2- 1 




-N0 2 



50 



1,4 g 12-{p-Nitrobenzyl)-1 ,4,7,1 0-tetraazacyclotridecan hydrochiorid (aus Beispiel 1c) wurde mit 2 g 
H3PO3 in 20 ml H 2 0 und 20 ml HCI konz. auf nahe Siedetemperatur gebracht. Ober 1 Std. wurden 15 ml 
CH 2 0 (35 % in H 2 0) zugetropft. Es wurde 2 Std. am RUckfluB gekocht und nochmals 15 ml CH 2 0 
zugegeben. Dann uber Nach am RGckfluS gekocht. Das Reaktionsgemisch wurde dann eingedampft und 
mit absolutem EtOH (50 ml) ein gelber Festkorper extrahiert Die EtOH-Losung wurde auf 10 ml reduziert; 
nach Zugabe von Isopropanol fielen noch einmal 0,25 g Festkorper an. Die vereinigten Festkorper wurden 
in H 2 0 geiost und via Anionenaustauscher (Dowex 1x4) mit einem Gradtenten 0,1-0,5 M HCOOH eiuiert. 3 
Fraktionen wurden bei 270 nm detektiert wobei die zweite Fraktion dem trisubstituierten und die dritte 
Fraktion dem tetrasubstituierten Produkt entspricht. 
1 H-NMR, 360 MHZ: 
3. Fraktion 
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7,5 d 2 aromat. Protonen 
8,2 d 2 aromat. Protonen 
2,6-3,8 m 27 Protonen 
2. Fraktion 

7^5 d 2 aromat Protonen 
8 t 2 d 2 aromat. Protonen 
2,6-3,8 m 25 Protonen 



w Beispiel 3 

Synthese eines l53 Gd 3+ -Komplexes mit der Verbindung aus Beispiel 1 

is 40 mg der Substanz aus Beispiel 1 und 100 u Ci ,S3 GdCI 3 werden in 10 ml 0.1 M Natriumacetat-Puffer 
(pH = 5) uber Nacht bei 80 'C gehalten. Nach dieser Inkubationszeit wurde kein freies Gd 3 mehr 
gefunden. 

Ftg. 3 zeigt die Stabiiitat dieses Gd-Komplexes in Magensaft bei einem pH-Wert von 1,1. Die Trennung 
von freiem und noch gebundenem 153 Gd 3+ erfolgte.uber einen Kationenaustauscher. 



20 



25 



Anspruche 

1. 1 ,4,7,1 0-Tetraazacyclotridecane der Formel I 

K, t z 



30 



35 



CN 



ti) 



\ K 



wonn 

Z CH2 oder CO bedeutet und + 

R 1 eine Gruppe der Formel -X-NH 2 , -X-N0 2 , -X-NCS, -X-COOH, -X-OH, -X-N 2 oder -X-COCI oder eine 
Gruppe der Formel X-Hal bedeutet, wobei Hal. Fluor, Chior, Brom oder Jod bedeutet und X eine 
Alkylengruppe mit 1 bis 40 C-Atomen, eine ortho-, meta- oder para-Phenylen-, oder eine ortho-, meta- oder 
40 para-Phenyi-Ci -C2 -alkylengruppe bedeutet und 
R 2 Wasserstoff oder -(CH 2 ) n -R 3 bedeutet, wobei 
n 1 oder 2 ist und 
R 3 -COOH, -P0 3 H 2 , -SO3H, 



45 



50 



OH OH OH COOH 



bedeutet 

und wobei die vier R 2 -Reste verschieden sind oder 2, 3 
oder alle R 2 -Reste identisch sind. 
55 2. 1, 4,7,1 0-Tetraazacyclotridecane gema/i Formel I nach Anspruch 1, wobei mindestens eine 
nachfolgenden Bedingungen erfullt ist: 
2 bedeutet CH 2 

X bedeutet eine Alkylengruppe mit 1 bis 20 C-Atomen oder 
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X bedeutet eine para-Phenylengruppe oder 
X bedeutet eine para-Phenyimethylengruppe 
Hai bedeutet Chlor, Brom oder Jod 
n ist 1 

5 R 3 bedeutet -COOH, -P0 3 H 2 oder -S0 3 H, 
3 oder alle R 2 -Reste sind identisch. 

3. 1 ,4,7,1 0-Tetraazacyclotridecane gemaJ3 Formel I nach Anspruch 1 Oder 2, wobei mindestens eine der 
nachfolgenden Bedingungen erfullt ist: 

2 bedeutet CH 2 
10 X bedeutet eine para-Phenylengruppe oder 

X bedeutet eine para-Phenylmethylengruppe oder 
X bedeutet eine Alkylengruppe mit 1 bis 8 C-Atomen 
Hal bedeutet Chlor, Brom oder Jod 
n ist 1 

75 R 3 bedeutet -COOH, oder -P0 3 H 2 
alle R 2 -Reste sind identisch. 

4. 1,4,7,10-Tetraazacyclotridecane nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 mindestens ein R 2 -Substituent von Wasserstoff verschieden ist. 

5. Verfahren zur Herstellung von 1, 4,7,1 O-Tetraazacyclotridecanen der Formel I gemafi Anspruch 1, 
20 dadurch gekennzeichneit, daB ein Malonsauredialky tester der Formel II 



worin R* Ci-C3-Alkyl bedeutet, 
mit einer Verbindung der Formel III 
A - R 1 (III) 

worin R 1 die in Anspruch 1 zu Formel I angegebenen Bedeutungen hat und A Chlor oder Brom bedeutet, 
umsetzt 

und anschlieBend die erhaltene Verbindung der Formel IV 




0 



25 



(ID 



30 




0 

Jl 



40 



(IV) 



45 



mit Triethylentetraamin der Formel V 



50 



55 
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/ 



A 



H 



H 



10 



\ 



NH2 



NH2 
J 



(V) 



zu einer Verbindung der Formel VI 



75 



20 



25 



umsetzt, 




(VI) 



die CO- gruppen in 11,13-Position zu CH 2 -Gruppen reduziert oder nicht reduziert und anschlieSend die 
erhaltene Verbindung der Formel VII 



30 



35 



H 



k/ — 



71— 



H 



(VII) 



40 



45 



50 



55 



mit Verbindungen der Formel VIII 
A - R 2 

worin A Chior oder Brom bedeutet und R 2 die in Anspruch 1 zu Formel I angegebenen Bedeutungen hat, 
umsetzt 

6. Komplexverbindung, enthaltend eine Verbindung nach Anspruch 1 und mindestens em Zentralatom. 

7. Komplexverbindung nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet, da/3 das Zentralatom ausgewahlt 
wird aus: 

1l1 ln, 68 Ga, G7 Ga, 90 Y, 153 Sm, S2 Fe, 99m Tc, 186 Re, 188 Re, 153 Gd, Gd, Fe, Mn. 

8. Konjugat, bestehend aus mindestens einer Komplexverbindung gema£J Anspruch 6 oder 7 und einer 
Transportsubstanz. . 

9. Konjugat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet. dai die Transportsubstanz ausgewahlt wird aus: 
Antikorpern, Antikorperfragmenten, Proteinen, Steroiden, Lipiden, Enzymen, Zuckern, Polymeren. 

10. Verfahren zur Markierung von Transportsubstanzen mit Radionukliden dadurch gekennzeichnet, dail 

a) die zu markierende Transportsubstanz mit einer Verbindung der Formel I gemafl Anspruch 1 
umgesetzt wird und das erhaltene Produkt dann mit dem Radionuklid versetzt wird, oder 

b) die Verbindung der Formel I gema/3 Anspruch 1 zunachst mit dem Radionuklid versetzt wird und 
anschlieiJend das erhaltene Produkt mit der zu markierenden Transportsubstanz umgesetzt wird. 

11. Verwendung der Konjugate gema/i Anspruch 8 oder 9 in der medizinischen Diagnostik. 

12. Testkit, enthaltend mindestens ein Konjugat gemaS Anspruch 8 oder 9. 
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13. Testkit, errthaltend ein Konjugat, bestehend aus einer Verbindung der Forme) I nach Anspruch 1 und 
einer Transportsubstanz. 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten: ES, GR 

5 

1. Verfahren zur Herstellung von 1 ,4,7,1 0-Tetraazacyclotridecanen der Formel I 

K/ ^ 

Cs z 



10 



& Jt 



75 



worin 

Z CH 2 oder CO bedeutet und 

R 1 eine Gruppe der Forme! -X-NH 2 , -X-N0 2l -X-NCS, -X-COOH, -X-OH, -X-N 2 + oder -X-COCi Oder eine 
20 Gruppe der Formel X-Hal bedeutet, wobei Hal, Fluor, Chlor, Brom oder Jod bedeutet und X eine 
Alkylengruppe mit 1 bis 40 C-Atomen, eine ortho-, meta- oder para-phenyl-Ci-C 2 -alkylengruppe bedeutet 
und 

R 2 Wasserstoff oder -(CH 2 ) n -R 3 bedeutet, wobei 
n 1 oder 2 ist und 
25 R3 -COOH, P0 3 H 2 , -S0 3 H 



30 OH OH OH COOH 

bedeutet 

und wobei die vier R 2 -Reste verschieden sind oder 2, 3 oder aile R^Reste identtsch sind, dadurch 
35 gekennzeichnet, daB ein Maionsauredialkylester der Formei II 



O 



R 4 0 — 



40 



45 



> 



(ID 



worin R 4 Ci-C 3 -Alkyl bedeutet, 
rnit einer Verbindung der Formel III 
A - R 1 (III) 

worin R 1 die in Anspruch 1 zu Formel I angegebenen Bedeutungen hat und A Chlor oder Brom bedeutet, 



50 umsetzt 



und ansch lie/tend die erhaltene Verbindung der Formel IV 
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R 4 0- 



R 4 0- 



II 

> 



(IV) 



10 m'rt Triethylentetraamin der Formel V 



/ 



A 



15 



20 



H 



H 



\ 



HH2 
J 



(V) 



zu einer Verbindung der Formel VI 



25 



30 



35 




(VI) 



umsetzt, 



40 



45 



die CO- gruppen in 11,13-Position zu CH 2 -Gruppen reduziert oder nicht reduziert und anschlieflend die 
erhattene Verbindung der Formel VII 



C 



H 



(VII) 



50 

mit Verbindungen der Formel VIII 
A - R 2 

worin A Chlor oder Brom bedeutet und R 2 die in Anspruch 1 zu Formel I angegebenen Bedeutungen hat, 
umsetzt. 

55 2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei mindestens eine der nachfolgenden Bedingungen erfQIlt ist: 
Z bedeutet CH 2 

X bedeutet eine Alkylengruppe mit 1 bis 20 C-Atomen oder 
X bedeutet eine para-Phenylengruppe oder 
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X bedeutet eine para-Phenylmethylengruppe 
Hal bedeutet Chior, Brom oder Jod 
n ist 1 

R 3 bedeutet -C0OH, -P0 3 H 2 oder -S0 3 H, 
5 3 oder alle R 2 -Reste sind identisch. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei mindestens eine der nachfolgenden Bedingungen erfullt 

ist: 

2 bedeutet CH 2 

X bedeutet eine para-Phenyiengruppe oder 
io X bedeutet eine para-Phenylmethylengruppe oder 
X bedeutet eine Alkylengruppe mit 1 bis 8 C-Atomen 
Hal bedeutet Chlor, Brom oder Jod 
n ist 1 

R 3 bedeutet -COOH. oder -P0 3 H 2) 
is alle R 2 -Reste sind identisch. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafl 
mindestens ein R 2 -Substituent von Wasserstoff verschieden ist. 

5. Komplexverbindung, enthaltend eine Verbindung, erhaltlich nach Anspruch 1 und mindestens ein 
Zentralatom. 

20 6. Komplexverbindung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi das Zentralatom ausgewahlt 
wird aus: 

111 ln. S8 Ga t G7 Ga, 90 Y, 153 Sm, 52 Fe, 99rn Tc, t86 Re, 188 Re ( 153 Gd, Gd, Fe, Mn. 

7. Konjugat, bestehend aus mindestens einer Komplexverbindung gemaC Anspruch 5 oder 6 und einer 
Transportsubstanz. 

25 8. Konjugat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daJ3 die Transportsubstanz ausgewahlt wird aus: 
Antikorpem, Antikorperfragmenten, Proteinen, Steroiden, Lipiden, Enzymen, Zuckern, Polymeren. 

9. Verfahren zur Markierung von Transportsubstanzen mit Radionuktiden dadurch gekennzeichnet, dafl 
a) die zu markierende Transportsubstanz mit einer Verbindung der Formel i, erhaltlich gematf 

Anspruch 1 t umgesetzt wird und das erhaltene Produkt dann mit dem Radionuklid versetzt wird, oder 
30 b) die Verbindung der Forme! I. erhaltlich gemaJ3 Anspruch 1 , zunachst mit dem Radionuklid versetzt 

wird und anschliefiend das erhaltene Produkt mit der zu markierenden Transportsubstanz umgesetzt wird. 

10. Verwendung der Konjugate gemafi Anspruch 7 oder 8 in der medizinischen Diagnostik. 

11. Testkit. enthaltend mindestens ein Konjugat gemafl Anspruch 7 oder 8. 

12. Testkit, enthaltend ein Konjugat, bestehend aus einer Verbindung der Formel l f erhaltlich nach 
as Anspruch 1 und einer Transportsubstanz. 



22 



1 



EP 0 392 423 A2 




EP 0 392 423 A2 




EP 0 392 423 A2 




EP 0 392 423 A2 



Reaktionsschema 1 





Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



© Veroffenttichungsnummer: 0 392 




EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



© Anmeidenummer: 90106764.5 



© int. CIA C07D 257/02, C07F 9/38, 
A61K 49/02, A61K 43/00 



@ Anmeldetag: 09.04.90 



© Prioritat: 11.04.89 DE 3911816 



@ Veroffentlichungstag der Anmeldung: 
17.10.90 Patentblatt 90/42 



© Anmelder: HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT 
Postfach 80 03 20 
W-6230 Frankfurt am Main 80(DE) 



© Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH DE DK ES FR GB GR IT U LU NL SE 



@ Erfinder: Macke, Helmut, Dr. 
Bergfriedweg 7 
W-7850 Lorrach(DE) 



© Veroffentlichungstag des spater veroffentlichten 
Recherchenberichts: 22.05.91 Patentblatt 91/21 



© Substituierte 1 ,4-7-1 0-Tetraazacyclotridecane, Verfahren zu deren Herstellung sowie Verwendung 
derselben zur Markierung von Substanzen mit Radionukiiden. 

© Die Erfindung betrifft 1 ,4,7,1 0-Tetraazacyclotridecane der Formel i 



der R\ R 2 und Z die angegebenen Bedeutungen haben. Die erfindungsgema/Jen Verbindungen eignen sich 
r Markierung von Substanzen mit Radionukiiden, insbesondere radioaktivem Technetium. Rhenium oder 



CO Indium. 

< 

CO 
CM 
<t 

CM 
0> 
CO 

o 

0. 

Ul 




(I) 



Xerox Copy Centre 



EP 0 392 423 A3 



Indium- Austausch gegen Transferrin in humanem Serum 



30- 
25- 
| 20- 

41 

i/t 

o 

- 15- 
a 






K001XH ? y — ^ — ^CHzCOOB 

HOOCCHj CH 2 CH 2 C00H X 
ctroa ^ 




HDOCCHrl I 

L/ 2 J 

HOOCCHf pCH 2 COTH 



HQ0CH 2 C^ V Ah 2 CO0H 



H0QCC8 2 J LCIt^OH 

- r'° 1 

H00CCH2| I CH2COOH 



2 



J) 



Europaisches 
Patentamt 



EUROPAISCHER 
RECHERCHENBERICHT 



Nummer der Anmeldung 



EP 90 10 6764 



EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 



Kategorle 



P,A 



Kertnzelchnung des Dokuments mlt Angaba, sowelt erforderUch, 
der ma£gebllchen Telle 



WO-A-8 808 422 (SCHERING) 
" Beispiel 17; Anspruche * 

EP-A-0 238 196 (CELLTECH) 

* Beispiele; Anspruche * 

WO-A-8 901 476 (CELLTECH) 

* Beispiele; Anspruche * 

GB-A-1 529 150 (IWAO TABUSMI) 

* Whole document * 

JOURNAL OF THE CHEMICAL SOCIETY, CHEMICAL 
COMMUNICATIONS, 15. Juni 1989, Seiten 792-794; J.R. 
MORPHY et at.: "Towards tumour targetting with copper 
radiolabeled macrocycie-antibody conjugates" 

* Whole article * 



Betrifft 
Anspruch 



KLASS1FIKATION DER 
ANMELDUNG (Int. CI.5) 



1-13 



1-13 



1-13 



1-13 



1-13 



C 07 D 257/02 
C 07 F 9/38 
A 61 K 49/02 
A 61 K 43/00 



Der v or 1 1 eg end e Recherchenbericht wurde fur aite PatentansprOcne erstellt 



RECHERCWERTE 
SACHGESIETE (lnt- CI.5) 



C07D 
257/00 
C 07 F 9/00 



Recnercnerwrt 



Den Haag 



Abschlufldatum der Recherche 

04 Marz 91 



HELPS I.M. 



KATEGORIE OER GENANNTEN DOKUMENTE 
X : von besonderer Bedeuturtg allein belrachtet 
Y : von besonderer Bedeutung In Verbindung mit einer 

anderen Veroffentltchung derselben Kategorie 
A : technologischer Hintergrund 
O: nichtschrifttlche Olfenbarung 
P : Zwischenltteratur 

T : der Erfindung zugrunde liegende Theorien oderGrundsatee 



E : alteres Patentdokument, das Jedoch erst am oder 
nach dem Anmeldedatum verof fentlicht worden 1st 
0 : in der Anmeldung angefuhrtes Ookument 
L : aus anderen GKinden angefuhrtes Ookument 

& : Mitglied der gleichen Patentfamilie. 
ubereinstimmendes Dokument 



